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ウザー効果を利用 して得 られる分子内の個々の核間の距離情報は半定量的な ものであるが,そ れ






著者は,タンパク質の中の,特に トリプ トファン側鎖の構造及び微環境をラマン分光法によ り
明 らかにすることを目的として基礎的研究を行ってきた。 トリプ トファン側鎖のインドール環は
タンパク質のラマンスペクトルの中で多 くの観測可能な強 いバ ンドを与えるが,従来,こ れか ら
得 られる情報は極めて限られていた。そこで第一 に,トリプトファン側鎖のモデル系 として トリ
プ トファンの関連化合物の結晶及び溶液を用い,個々のラマ ンバ ンドと構造 ・環境 との相関を調
べた結果,水素結 合状態,側鎖 コンホメーション,及び周囲の疎水度のプローブとなるバ ンドを
見っけることができた(1章)。次に,これ らのラマンバ ンドのタンパ ク質構造解析への応用を
検討 した(2章)。一般に,ト リプ トファン残基を2個以上含むタンパク質の場合,そ れらのバ
ンドが互いに重なり合 うため個々の側鎖に由来す る情報が相殺されて しまうことが多い。しか し,
タンパ ク質の重水溶液での トリプ トファン側鎖のNH→ND交換反応 と差スペク トル法を併用す
ることにより個々の情報を分離することが可能であることを示 した。 リゾチームとα一ラクトア
ルブミンを例に取 り説明する。一方,この方法は酵素機能における個々の トリプ トファン側鎖の
役割の解明にも有用な情報を与えた(3章)。X線 解析 とNMRによる全体構造 とラマ ン分光法
による側鎖毎の局所構造の両面か らタンパク質分子を捉えることにより,構造と機能の関わりの
真の理解が可能になっていくものと考えられる。
1章 トリプトファン側鎖の水素結合状態 コンボメーション,及び疎水度に鋭敏なラマンバ ンド
トリプ トファンの関連化合物について種々の状態でラマ ンスペクトルの測定を行い,個々のバ
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ン ドと構造 ・環境 との相 関を調 べた結果,幾 っか の有用なバ ン ドを見 出 した。以下 に,結 果 のみ
述べ る。
水素結合 〔W6,1441-1422cm一監〕イ ンドールNHの 変角 の寄与 の大 きいモ ー ドで,水 素 結合 に
よ り鋭敏 に高波 数 シフ トす る。W6は 可視励起 の タンパ ク質 の ラマ ンスペ ク トル にお いて は1450
cm『1付近 のCH変角振動 と重 なるた め利用で きないことが多 いが,紫 外光励起に よ る共鳴 ラマ ン
スペク トル上で利用で きる。
〔W17,883-871cm一!〕水素結合 によ り低波数 シフ トす る。可視励起 の場 合 で も十 分 に利用 で
きる。
コンホメー ション 〔W3,15574542cm-1〕波数 が側鎖 のコ ンホメーシ ョ ン(C2・C3-Cβ一C.のね


























































図1ト リプ トフ ァンの側鎖を段階的に重水素化 し






個々の側鎖の情報はバ ンドの重畳のため得 ることができない。 しか し,重水素交換 ラベルによ り
個々の情報は分離 して得 ることができた。リゾチームのTrp-62と63のイン ドールN1位の水素の
交換は非常に速 く,重水溶液中で選択的に重水素化 される。このラマ ゾスペク トルを図1aの上
ゐ ら2番目に示す(2D4}1)。876Cm-1付近の強度が減少 しているのは,W17が重水素化 により
860cm一!付近にシフトし,本来の領域から消失するためである。(6H)と(2D4H)の差スペクト
ル 〔図1b(i)〕か らTrp-62と63に由来するW17が877cm一1に存在す ることがわかる。1360cm一'
バ ンドも重水素化により低波数 シフトするため,ト リプ トファン側鎖の段階的重水素化に伴い強
度減少する。各段階での減少量から個々の トリプ トファン側鎖の持っ1360cm-1バン ド強度を見
積 もることができる。このようにして推定されたリゾチーム水溶液中の6個の トリプ トファン側




なく高次構造も良 く似ていることが知 られているが,側鎖 レベルの局所構造はかなり異なってい
ることが明 らかになった。
3章 阻害剤と結合 した リゾチームの個々の トリプ トファン側鎖の存在状態
卵白 リゾチームはX線結晶解析 により最初に3次元構造が決定 された酵素であり,阻害剤 との
結合様式や糖鎖加水分解のメカニズムも推定されている。これによると,3個の トリプ トファン
側鎖,即 ちTrp-62,63,108は活性部位に存在 している。阻害剤であ るN一アセチルグルコサ ミン
(GlcNAc)との複合体の結晶中の構造においては,β一GlcNAcとTrp-62,63との間に水素結合が
見 られ,基質 の認識に重要な役割を持っと考え られている。 しか し,NMRによれば,少 なくと
もTrp-62と阻害剤の間の水素結合に関 しては否定的な結果が提出されていた。これ らの水素結合
の存否,及び強さをラマ ン分光法と重水素交換ラベルにより検討 した。その結果,Trp-62のW17
のGlcNAc添加による波数.シフ トは高々1cm-1であり,この側鎖と阻害剤の間の水素結合 は弱 い
ことがわかった。これに対 し,Trp-63めW17は3cm一監の低波数シフ トを示 し,阻害剤と強 く水素
結合 していることが予測 された。
一方,阻害剤の結合の影響はhydrophobicboxと呼ばれている分子内部の疎水領域 にも及んで
いることがわかった。この領域でMet-105はTrp-28と一111の2個のインドール環 に挟 まれる様 に
して存在 している(図2)。ラマンスペクトルの解析か ら,阻害剤 との結合によりTrp-28とMe七一
105の闇の疎水相互作用が極めて強 くなることがわかった。卵白リゾチームは4個 の構造 ドメイ
ン(残基1-39,40-85,86-100,101二129)から成ると考えられているが,hydrophobicboxを形成
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する残基は全てN末端かC末端の ドメインに属 している。即ち置hydrophobicboxは分子 の核 を
成すとともに,両端 ドメインの相互作用の場とみなすことができる。阻害剤との結合により引き









図2リ ゾチームのhydrophobicbox領域(右)と 活性部位 の一部(左)
〔結 論〕
著者の見出 したマーカーバ ンドにより,タンパ ク質中の トリプ トファン側鎖の存在状態を,水
素結合の強さ,側鎖コンホメーション,及び周囲の疎水度という3つのパラメータで表す ことが
できるようになった。また,複数のトリプ トファン側鎖を含むタンパク質の構造解析にこれ らの
マーカーバ ンドを適用する場 合,重水素交換 ラベルが有効であることがわかった。タンパ ク質の
側鎖選択的な同位元素ラベルは一般に種々の困難を伴 うが,重水素交換 ラベルは比較的容易 な方
法であり,ラマン分光法 と組み合わせることにより個々の側鎖 レベルの構造,及 び機能の解析に
広 く応用 されると期待 される。
一91一
審 査 結 果 の 要 旨
酵素や生理活性ペプチ ドが実際に機能する場である水溶液や膜等において,個々の側鎖が如何
なるミクロ環境にあって,どのような構造をとっているかを明 らかに して,そのような側鎖が果
たす役割 との相関を知ることは,タ ンパク質の特性を理解す る上で重要である。本論文では,ラ
マン分光法による トリプ トファン側鎖の構造 と機能の研究の成果をまとめている。
トリプ トファン側鎖に由来するラマンスペク トルは極めて複雑であるために,従来,ス ペク ト
ルと構造の相関に関する知見は殆んど得 られていなかった。著者は,トリプ トファン及びモデル
化合物について,スペク トルの詳細な解析を行 い,側鎖環境の疎水度,イ ンドール環NHの水素
結合の強さ,及びCβ一C。結合まわりのコンボメーションとラマンバ ンドとの関係を明確に して,
ラマ ンスペクトルによってタンパ ク質中の トリプ トファン側鎖の状態を明 らかにする方法の基礎
を確立 した(第1章)。
タンパク質に複数個の トリプ トファン側鎖が含まれている場合には,それらによるラマ ンバ ン
ドは互いに重なり合っているために,個々の側鎖の情報を得 ることが困難であった。著者は,タ
ンパ ク質重水溶液での トリプ トファン側鎖の段階的なNH→ND交換反応 と差スペクトル法を併
用す ることにより,この問題を解決 し,この新 しい方法を卵白リゾチーム及びα一ラク トアルブ
ミンに適用 して,個々の トリプ トファン側鎖の水溶液中における存在状態を明 らかにした。 リゾ
チームについては,分子内部にある2個の側鎖の水素結合状態が,結晶中のものとは異っている
ことが判明 した(第2章)。
第3章 においては,卵白リゾチームの溶菌活性に係わる トリプ トファン側鎖の役割を調べてい
る。阻害剤 と結合 した リゾチームにっいて,重水素交換 ラベルーラマン分光法を適用 し,活性部
位 に位置するトリプ トファン側鎖の水素結合状態を検討 した結果,Trp-63は阻害剤 と強 く結合 し




と機能の研究における新 しい方法を開発 し,かっ重要な知見を提供 したものであり,価値の高 い
博士論文であると判定する。
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